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Abstract 

A process is disclosed for determining the phototoxicity and/or photosensitivity of substances or substance mixtures, 
involving putting the chemical substance or substance mixture into contact with a non-human vertebrate embryo or 
tissues or tissue components of a vertebrate embryo, except for human skin cell cultures, whereby, following the 
contact, there is also a treatment with electromagnetic radiation ranging from 1 mm to 200 nm, followed by evaluation 
of the pathology of the embryo, tissue or cell; also disclosed is the use of a non-human vertebrate embryo or tissues or 
tissue components of such an embryo, except for human cell cultures, for purposes of determining the phototoxicity 
and/or photosensitivity of chemical substances/substance mixtures 
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@ Verfahren zur Bestimmung der Phototoxizitat und/oder Photosensibilitat von Stoffen oder Stoffgemischen 
sowie dessen Verwendung 

(§7) Offenbart wird ein Verfahren zur Bestimmung der Photo- 
toxizitat und/oder Photosensibilitat von Stoffen oder Stoff- 
gemischen, umfassend die Kontaktierung des chemischen 
Stoffes oder Stoffgemisches mit einem Wirbeltierembryo 
oder Geweben oder Gewebebestandteilen eines Wirbeltie- 
rembryos, wobel nach der Kontaktierung zusatzlich eine 
Behandlung mit einer eiektromagnetischen Strahlung im 
Beretch von 1 mm bis 200 nm erfolgt sowie die nachfolgende 
Beurteilung der Embryo-, Gewebe- oder ZeUpathologie 
sowie die Verwendung eines Wirbeltierembryos oder Gewe- 
ben oder Gewebebestandteilen eines solchen Embryos zur 
Bestimmung der Phototoxizitat und/oder Photosensibilitat 
von chemischen Stoffen/Stoffgemischen. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung der Toxizitat lektromagnetischer Strahlung, der 
Phototoxizitat, und/oder PhotosensibilitSt von Stoffen oder Stoffgemischen sowie dessen Verwendung. 
5 Unter Phototoxizitfit im Sinne der voriiegenden Erfindung versteht man eine durch eiektromagnetisch 
Strahlung im Bereich von 1 mm bis 200 nm hervorgerufene Schadigung der Lokalvertraglichkeh durch (tie 
Einwirkung von Infrarot-, sichtbarer und UV-Strahlung. 

Insbesondere versteht man unter einer phototoxischen Reaktion eine durch die Bestrahlungsenergie und/oder 
sensibilisierende Substanzen, die exogen oder endogen in die Haut gelangen, zu einer Photodermatose fuhren. 
io Hierbei absorbieren derartige phototoxische Substanzen nicht nur UV-Strahlung, sie kdnnen durch diese auch 
chemisch verindert werden. In Abhangigkeit von ihrer chemischen Struktur sind sie in verschiedenen Strah- 
lungsbereichen absorptionsfihig. Es wird angenommen, daB zwischen der Menge an Strahlungsenergie und der 
von ihr getroff enen Substanz eine entsprechende Korreladon besteht Wenig Energie und viel Substanz haben 
die gleiche Wirkung wie wenig Substanz und vie! Strahlungsenergie. Bet einem maximalen Aufeinandertreff en 
15 beider Reaktionsparameter wird die phototoxische Reaktion besonders intensiv sein. Eine phototoxische Reak- 
tion tritt in der Regel etwa 8 bis 12 Stunden nach der ersten Exposition auf. Mitunter kann dies auch frflher der 
FaO sein. Obliche Symptome sind eine sehr starke Rotung verbunden mit Blasenbildung und einer spater 
eintretenden postinflammatorischen Pigmentierung. Selbst ein Sonnenbrand kann als phototoxische Reaktion 
angesehen werden. 

20 Unter einer photoaflergischen Reaktion versteht man im Gegensatz zu einer phototoxischen Reaktion eine 
solche Reaktion die berehs auch bei leichterer Strahlung und wenig aktivierbarer Substanz auftritt Diese ist 
auch nicht dostsabhangig. Der Mechanismus ist hier wie bei der Aflergie, wobei die durch die Strahlung 
veranderte Fremdsubstanz zum Hapten werden kann, das sich mit dem Protein zu einem Allergen aushfldet Die 
Erscheinung einer photoaHergischen Reaktion manifestiert sich meist ekzematds. Sie tritt 48 bis 72 Stunden ab 

25 Beginn der Sonnenexposition auf. Entsprechend dem Entstehungsmechanismus einer Allergie tritt sie nie nach 
der ersten Exposition auf, da ja diese erst zur Bildung von Antikdrpern fQhrt Photoaflergisclie Reaktionen sind 
nicht auf die von der Strahlung exponierten Hautteile beschrankt Sie treten im Sinne eines Streuphanomens 
auch an anderen, nicht bestrahlten KSrperteflen auf. Das Aktionsspektrum ist gegenuber dem Absorptionsspek- 
trum eher in den Iangwelfigen Bereich verschoben. Besonders problematisch sind photoallergische Aliergien als 

ao Reaktion auf chemisch verwandte Substanzen, wie beispiekweise Parastoffe. Die am Phenylring in ParasteHimg 
substituierte Amino-, Hydroxy- und Nitrogruppe ist das strukturtechnische MerkmaL 

Es ist bereits bekannt, daB Hfihnerembryos eingesetzt werden, urn die toxikologischen Eigenschaften von 
Prflfsubstanzen zu untersuchen. Zumeist werden die Substanzproben zu diesem Zwecke fiber das extraembryo- 
nale BlutgefiBsystem dem Embryo zugeffihrt. 

35 Zwei wissenschaftliche Verdffentlichungen aus der jQngsten Literatur seien steDvertretend for die. gel&ufige 
Anwendung des Hflhnerembryos als ModeUsystem phannakologischer (Roberts, WjG. und Hasan, T. CANCER 
RESEARCH, Band 52, 924 bis 930,1 992) oder toxikologischer Testreihen (Goldberg SJ, Dawson, &Y, Johnson, 
PJD., Hoyme, HE und Ulnrich, J3* PEDIATRIC RESEARCH, Band 32, 23 bis 26,1 992) genannt 
In der VerSffentlichung von Roberts und Hasan werden die pharmakologisdien/phannakotopologischen 

40 Eigenschaften photodynamischer Agentien in profiferierenden vaskularen bzw. nonvaskulSren Geweben des 
HQhnerembryos beschrieben. Die Htihnerembryogenese dient als ModeUsystem fflr die Angiogenese in soliden 
Tumoren. 

Die VerSffentlichung von Goldberg und Mharbeitern b eschreibt dagegen den Einsatz des Hflhnerembryos als 
Methode, die Teratogenizit&t von Substanzen, insbesondere von Dichlorethylen, zu GberprflfeiL Durch die 
45 vorgenannten Verdffentlichungen wird allerdings weder vorbeschrieben noch nahegelegt, phototoxische und/ 
oder photosensitive Substanzen am Hfihnerembryo zu untersuchen. 

Fflr die Untersuchung von potentiell phototoxischen bzw. photosenshiven Substanzen stehen bisher nur ein 
Tiermodell oder Zellsysteme zur Verfttgung. 
Beim Tiermodell handeh es sich urn den "Draize-Test*, der die Reizreaktion der phototoxischen Substanzen 
so am Kaninchenauge erfaBt Seine Anwendung wird nicht nur unter Kosteogesichtspunkten, sondern insbesonde- 
re auch unter dem Gesichtspunkt des Tierschutzes begrenzt 

Die vorhandenen Zellsysteme, d. h. Bakterien-, Hefe- und andere Eukaryontenzeflen, sind gleichfaUs als 
Modelle ffir PhototoxizHSt unbefriedigend, weil sie (fie physiologischen Rahmenbedingungen des phototoxi- 
schen bzw. photosensitiven Substanzverhaltens nur unzureichend nachsteHen kdnnen. 
55 Der voriiegenden Erfindung Hegt die Aufgabe zugrunde, ein technisch einfach gestahetes Verfahren fflr den 
Test von potentiell phototoxischen Substanzen zu schaffen, das einerseits die physiologischen Gegebenheiten an 
der Haut berflcksichtigt und anderersehs auch zukGnftiigen gesetzgeberischen Vorhaben und etbischen Anforde- 
rungen genflgt Diese Aufgabe wird durch die Merkmale von Anspruch 1 geldst 
Die vorliegende Erfindung betrifft somit einerseits ein Verfahren zur Bestimmung der Phototoxizitat und/ 
eo oder Photosensibilitat von Stoffen oder Stoffgemischen, umfassend die Kontaktierung des chemischen Stoffes 
oder Stoffgemisches mit dem Wirbeltierembryo oder Geweben oder Gewebebestandteilen eines Wirbehierem- 
bryos, wobei nach der Kontaktierung zusfitzlich eine Behandlung mh UV-Strahlung erfolgt, sowie die nachfol- 
gende Beurteilung der Embryo-, Gewebe- oder ZeHpathologie. 
Nach einer bevorzugten Ausfuhrungsform des voriiegenden Verfahrens werden vor der Kontaktierung Eier 
65 der Klasse Aves, d. h. Vogel tnkubiert, die dann, zu einem spiteren Zehpunkt nach der embryonalen Gastrula- 
tion, einen TeQ des EiweiBes flber wenigstens eine Offnung aus dem Ei entfernt werden und gegebenenfaOs eine 
weitere Inkubation erfolgt und eine weitere Offnung aus dem oberen Bereich der Eischale fflr die Bestrahlung 
vofgesehenist 
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Obrieich grundsitzlich ein beliebiges Wirbeitierembryo oder ein Gewebe oder ein GewebebestandteO eines 
Wirbeltierembryos eingesetzt werden kann, hat es sich aus praktischen Grunden als sinnvoll erwiesen, vorzugs- 
weise inkubierte Eer der Klasse Aves, also Vdgel, einzusetzen. B ispielhaft seien bier genanmdieentsprecben- 
den Eier von StrauBen, Nandus, Emus, Kiwis, SteiBhfihnem, Hfihnervdgeln, Hoazinen, Kampfwacfateln, Tauben, 
FlughGhnern, Rallen, Blatthfihnchen, Kranichen, Trappen, Mdwen, Wattvdgel, Aiken, Seetauchern, Lappentau- 
chern, Pinguinen, Sturmvdgeln, entenartigen Gansevogeln, RuderfQBlern, Schreitvogeln, Flamingos, Tagraubvo- 
geln^ Knckucken, Turakus, Papageien, Rackea Esvogeln, Bienenfressern, Wtdehopfen, NaBhornvdgeln, Eulen, 
Ziegenmelkern, Segiern, Kofibries, Mausvdgein, Trogons, Pf efferfressera, Bartvogeln, Honiganzeigern, Spech- 
ten und Speiiingsvdgela Besondeis bevorzugt 1st es, als inkubierte Vogeleier Her der Gattung GaMonnes, d. h. 
Huhnervdgel, einzusetzen, worunter insbesondere Eer der Spezies Gallus bzw. audi Truthahne oder Puter 
fallen* 

Die Dauer der Inkubation hangt ublicherweise von der Entwicklungszeh des jeweffigen Embryos ah. 

Nach einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm der vorliegenden Erfindung wird nacb der ersten Inkubierung der 
Eier das E auch mit wenigstens einer Offnung versehen. Diese Offnung ist vorzugsweise so ausgestaltet, daB ae 
wenigstens eine GrdBe aufweist, daB durch die Offnung ein Tefl des EiweiBes entfernt werden kann. Dies 
geschieht vorzugsweise in der Art, daB mittels einer Absaugvorrichtung, vorzugsweise einer Pipette, wie 
beispielsweise einer Eppendorf-Pipette, ein Tefl des EweiBes, vorzugsweise 5 bis 10 ml des vorhandenen 

B ta^cM*^ dieAbsaugung erfolgt eine weitere Offnung ira oberen Bereich der Eerschale, urn spater eine 
Bestrahlung durchfuhren zu kdnnen. Dies geschieht im aflgemeinen in der Weise, daB mit Hflf e einer mechani- 
schen Vorrichtung eine weitere nun groBere Offnung in die Eerschale eingefugt wird, was beispielsweise durch 
eine scharfe Schneide- oder FraBvomchtung geschehen kann. Im AnschhiB an die Anbnngung der werteren 
Offnung im oberen Bereich der Eschale wird diese Offnung wieder verschlossen und das E zurfick in den 
Inkubator gegeben. FQr das VerschlieBen der Offnung verwendet man ein Obliches VerschhiBmittel, wobei es 
bevorzugt ist, beispielsweise eine Folie aus einem metaUenthaKenden oder aus einem organische Matenahen 
enthaltenden Material zu verwenden. Beispielhaft seien faier Folien aus Kunststoft Aluminium oder V erbunctf o- 
lien genannt, ebenso wie entsprechende Wachspfropfea Daraufhin wird gegebenenfalls wiederum erne Inkuba- 

tion durchgefflhrt, „ , 

Im AnscfakB an diese Inkubation werden vorzugsweise am vierten Tag der BebrQtung die zu testenden 
Substanzen aufgebracbt, wobei es sich bei diesen chemischen Stoffen/Stoffgemischen urn biologisch ateve 
Substanzen, beispielsweise Kosmetika, Phannazeutika, Herbizide oder Insektizide, handeln kann. Weiterlun 
kann es sich bei diesen chemischen Stoffen/Stoffgemischen auch urn Lichtschutzstoff e ffir technische Erzeugms- 
se sowie fur kosmetische und pharmazeutische Zusammensetzungen handeln, welche auch unter dem Namen 
UV-Filter bekannt sincL , , 

Die Behandlung des mit dem chemischen Stoffe oder Stoffeemisch behandelten Embryo oder Geweben Oder 
Gewebsbestandteilen dieses Embryos erfolgt Qblicherweise mit einer elektromagnetischen BestrdUung nn 
Bereich von 1 mm bis 200 nm, worunter man normalerweise den Bereich der Infrarotstrahhing, der Strahlung 
des sichtbaren Lichtes und der UV-Strahhmg versteht. 

Bevorzugt ist es allerdings, daB die Behandlung mh einer UV-Strahlung emer Weflenlinge kleinerals 400 nm 
erfolgt, insbesondere mit WellenlSngen zwischen 250 und 400 nm, d. h. meistens mit einer UV-A-Strahlung emer 
WeUeniange zwischen 315 und 400 nm, alternativ einer UV-B-Strahlung einer Wellenlange von 280 bw 315 im 

Nach einer weiteren bevorzugten Ausffihrungsfonn erfolgt die vorbeschriebene Behandlung mit der elektro- 
magnetischen Strahlung im Infrarotbereich in an sich bekannter Art mh Infrarotstrahlern, ebenso wie man im 
sichtbaren Bereich entsprechende WeOenlangen fiber Farbfflteroder ein Prisma einsteUen kann. Fur den Bereich 
der UV-Strahkng existieren zahlreiche StrahlungsqueUen, wie beispielsweise QuecksilbentopfeOraliter, Xe- 
non-Hc<*stdnickstrahler, Natriumdampflampen, Wasserstoff- bzw. Deuteriumlampen sowie ^lederdruckentla- 
dungsrohre mh EdelgasfOllimgen- Daruber hinaus werden als UV-Strahler auch Wolframlampen bzw. Halogen- 
lampen eingesetzt ebenso wie entsprechende Laser. 

Sofern UV-Strahler eingesetzt werden, wird ablicherweise eine Bestrahlungsstarke von 1 mj/cm 2 bis 100 
J/cm 2 eingesetzt Der obere Wert entspricht der maximalen UV-B-Dosis, der untere Wert der mmimalen 
UV- A-Dosis. Bevorzugt ist der Einsatz von 5 bis 10 J/cm 2 UVA, insbesondere 5 J/ cm 2 . 

Die erfindungsgemiBe Kontaktierung des chemischen Stoffes mit den Geweben oder Gewebebestandteflen, 
vorzugsweise der chorionallantoischen Membran, insbesondere der DottersackgefaBmembran, des Embryos 
erfolgt entweder sofort oder diese Kontaktierung kann auch bis zu 24 Stunden betragen. ^ f . , 

Nach einer bevorzugten Ausffihrungsfonn erfolgt die Beurteilung der makro- und/oder mikroskopischeii 
Embiyonalpathologie wiederum entweder sofort oder innerhalb eines Zeitraumsbis zu24 Stuide^ vorzugswei- 
se aber nach 5 min bis zu 24 Stunden. Im Rahmen der vorgenannten Beurteihing der ma^ imd/oder mikroskc- 
oischen Embiyonalpathologie wird entweder der Tod des Embryos, die Hamorrhagicdie MembranverfaAung 
oder die Gewebe- bzw. ZeUpathologie fiberprfift Der vorliegenden Erfindung hegt weiterhm die Au^be 
zugnmde, ein Wirbeitierembryo, ein Gewebe oder ein Gewebebestandteil eines solchen Embryos zur Bestim- 
rnie der PhototoxizitSt und/oder Photosensibilitat von chemischen Stoff en^otogemischen einzusetzen. 

Die voriiegende Erfindung wird nachfolgend durch Ausfuhrungsbeispiele naher eriautert Hierbei beziehen 
sich %-Angaben jeweils auf Gew.-%. . d , 

Zur Durcfafuhning des erfindungsgemSBen Verf ahrens wurden zwei Verbmdungen mit wohlbekannten pho- 
totoxischenEigenschaft n eingesetzt, das 8-Methoxypsoralen und das Hematoporphyrin. Das Rrom tbazm und 
das Ciprofloxazin wurden eingesetzt urn die phototodschen Eigenschaften mittels des erfmdungsgem£Ben 
Verfahrens zu beurteilen. . 

ffierzu muBte zunSchst eine nicht-toxische Konzoitration der vorgenannten Substanzen und erne mc&t-toxi- 
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sche Dosis UVA-Strahlung exp rimentell definiert werden. Insof m wird das rfindnngsgemlBe Verfahren 
ahnlich durchgeffihrt wie der HOhnereitest selbst und dient zur Bestimmung dcr nicht-toxischen Wirkdosis einer 
Testsubstanz. In einem Vorversuch wurde herausgefunden, daB eine UVA-Strahlung von 5 J/cm 2 keine makro- 
skopischenpathoiogischen Effekteauf den Eidottersack ausubt Beim erfindungsgemaBen Verfahren wurde eine 
iOfach leichtere Konzentration eingesetzt, am eine nicht-toxische Wirkdosis der Testsubstanz an dem Eierdot- 
tersack anzuwenden und toxische Reaktionen sicher auszuschlieBen. Nur in einem Fall d. h. in Gcgenwart von 
Qprofloxazin, wurde eine riicht-toxische Konzentration eingesetzt, die klinisch fur intravenose Injeknbnen 

eingesetzt wurde. . „. . ^ ^, . . „ 

Die zweite Stufe des erfindungsgemaBen Verfahrens ist eine Bewertung im Sinne ernes 2x2 faktonellenTest 
Designs mit den Faktoren "Bestrahlung w und "Substanz AppuTcation*' und den Stufen w ja" und "nem*. wie aus der 
nachstehenden Obersicht ersichtficlL 

Substanz Applikation (nicht toxische Konzentration) 



Be- 

strah- 
lung 





ia 


nein 


ia 


m-12 


rb-12 


nein 


nr-12 


a«-12 



Innerhalb einer Dauer von 24 Stunden wurden folgende Parameter ausgewertet Der Tod des Embryos, die 
halbquantitative MembranverfSrbung und die Hamorrhagie. Dies wurde wie folgt durchgefOhrt. Befruehtete 
weiBe Langhorneier (der Sorte Shaver Starcross 288A, Lohmann Tierzucht GmbH, Cuxhaven, Deutschland) 
wurden in einer horizontalen Position in einem flbliehen Inkubator bei 37,5° C und 65% relathrer Luftf euchngkeit 
inkubierL Nach einer 3-tSgigen Inkubation wurden alle Eier durchleuchtet, urn solche auszuordnen, die def ekt 
waren. Ohne die Membranschale zu verietzen, wurde ein Loch in die Schale gebohrt, durch die 5ml EweiB 
abgezogen wurden, urn das Embryo unddenihn umhfllienden Eidottersack zu erniedrigen. Daraufhin wurde em 
1,5 x2,5 cm groBes Fenster aus der Eischale herausgesagt Die Eier wurden mit einem entsprechend groB 
geformten WachsstOck bedeckt und zurfick in den Inkubator gegeben. An Tag 4 der Inkubation wurden nur 
solche Eier mh normal entwickeiten Embryos und BIutgefaBsystemen zum Test eingesetzt ^ 

Die folgenden Testsubstanzen wurden appliziert: 8-Methoxypsoralen (8-MOP) 10" 3 molar in physiologischer 
Kochsalzldsung, Hematoporphyrin 10~ 5 molar ebenfalb in physiologischer Kochsalzldsung (0£%-ige Natrium- 
chloridldsung), Promethazin 10~ 3 molar in physiologischer Kochsalzldsung und Gprofloxazin 6,035 x 10" J 
molar in physiologischer Kochsalzldsung. Fur jede Testsubstanz wurde das 2 x 2 faktorielle Test Design verwen- 
det Jedesmal wurde zu einer Probe von 12 Eiera 500 ul der Testsubstanz mittels einer Eppendorf-Pipette 
appliziert und daraufhin mh einem 5 J/cm 2 UVA-Strahler (320 -420 nm, Philips TL 09/40W, Hamburg; Deutsch- 
land) bestrahlt Jeweils 12 Eier dienten als Vergleichohne Substanz, denen 500 pi physiologische Kochsalzldsung 
bzw. 500 ul physiologische Kochsalzldsung in Verbindung mh einer 5 J/cm 2 UVA-Bestrahlung ausgesetzt 
wurden. Eine Bewertung erfolgte umnittelbar danach sowie 5,15, 30 und 45 min bzw. 1, 2, 4, 6, 8,10 und bis zu 24 
Stunden nach der Bestrahlung. Wahrend dieser Zeh wurde der Tod der Embryos und halbquanthativ anhand 
einer 4-Punkt-Skala die Membranverfarbung und die Hamorrhagie bestimmt 

Hierbei wurde folgende KlassiHkation eingesetzt: 
Stufe 0: keine sichtbare Menibranverftrbung/Hamorrhagie 
Stufe 1 (leicht): gerade sichtbare Membranverfa^ung/Hamorrhagie 

Stufe 2 (mhteQ: sichtbare Membranverfarbung/HamoiThagie, Strukturen sind teilweise verschwommen 
Stufe 3 (schwer): sichtbare Membranverfarbungen/Hamorrhagie, Strukturen sind vdllig verschwommen. 

Die vorgenannten Veranderungen wurden mittels eines Makroskops Typ M 420 der Finna Leitz MeBtechnik 
GmbH, Wetzlar, Deutschland aufgezeichnet Um die Folgen statistisch anarysieren zu kdnnen, wurden nicht 
parametrische Tests eingesetzt FQr die Membranverfarbungsparameter und die Hamorrhagie wurde der Kon- 
tmgenztafeltestfOr spezielle Klassen (eine Version des Kruskal-Wallis Testes, modifiziert fQr geordnete Katego- 
rien) eingesetzt Die Todesraten wurden mittels des Fisher Kontingenztaf eltests anarysiert FolgBch wurden fflr 
jede Verbindung drei statistische Tests berechnet Unter Berucksichtigung der Anzahl der Tests und um die 
vermehrte Wahrschemlichkeit, ein signifikantes Ergebnis zu finden, zu kompensieren, wurde der a-Level ange- 
paBt (a*). Folglich wurde jeder der drei Einzehests bei einem Signifikanzwert von a* -0,0513, dh. 0,0167, 
durchgefOhrt 

ERGEBNISSE 
Hematoporphyrin 

Bei Hematoporphyrin (H P) wurden betrachtEcfa morphologische Anderungen mit einem Maximum nach 
12 Stunden beobachtet Nach 24 Stunden zeigten 
75,0% (n - 9) der Eidottersack eine schwere Verfarbung der Membran, 
167% (n »b 2) eine mittlere und 

83%(n=-l) ein leichte Verfarbung der Membran bei Substanzen, die sowohl mit HP wie auch UVA-Strahlung 
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behandelt worden waren. Im Gegensatz dazu zeigten die KontroOmessungen nur leichte oder mittlere Mem- 
branverf arbungen (bei alleinigem Einsatz von HP, 
333% (n*4) leichte und 

25,0% (n=»3) mittlere Membranverfarbungen; bei der Kontrollgruppe, die nur mit physiologischer Kochsalzld- 

sung und UV-A behandelt worden ist 

50,0% (n=6) leichte Membranverfarbtmgen und 

25,0% (n»=3) mitdere Membranverfarbungen; und scMeBlich bei der nur mit physiologischer Kochsalzlosung 
behandelten Vergleichsgruppe waren 

50,0%(n«6)leichtnnd m j . 

167% (n=2) der Membranen maBig verfirbt). Der Kontingenztafeltest fOr geordnete Klassen zeigte em 
signitikantes Ergebnis (p< 0,00004). 

Nach 24 Stunden zeigten 
50,0% (n » 6) der Eidottersacke (Dottersackgef aBmembranen) eine mittlere und 

50,0% (n«6) eine leichte Hamorrhagie, bei der sowohl mit HP wie auch UV-A behandelten Gruppe. Im 

Gegensatz dazu zeigten die Vergleichsproben nur eine leichte Hamorrhagie (HP selbst 

333% (n = 4) einer ieichten Hamorrhagie, bei physiologischer Kochsalzlosung und UV-Bestrahlung 

25,0% (n =3) einer ieichten Hamorrhagie; und bei physiologischer Kochsalzlosung allein 

167% (n=2) einer Ieichten Hamorrhagie). Der Kontingenztafeltest fur geordnete Klassen zeigte ein signifikan- 

tes Ergebnis (p < 0,00001). 

Weiter wurde gefunden, dafl in m 
417% (n=5) der HP/UVA-Gruppe es zu einem Tod der Embryos kam. Im Gegensatz dazu wurde bei keiner der 
Vergleichsproben ein Tod der Embryos festgestellt Fisher's Kontingenztafeltest zeigte ein signifikantes Ergeb- 
nis (p< 0,0094). 

8-Methoxypsoralen 

Die wesentfichen morphologischen Verinderungen wurden nach einem Maximum von 12 Stunden beobach- 
tet Nach 24 Stunden zeigten 
167% (n»2)der Eidottersacke schwere, 
75,0% (n « 9) mittlere und 

83% (n ~ 1) leichte Membranverfarbungen in der 8-MOP/UVA-Gruppe. 

Die Vergleichsproben zeigten nur leichte bis mittlere Membranverfarbungen (MOP selbst 
583%(n-7)leichteund t ■ 

333% (n»4) mitdere Membranverfarbungen; bei der Gruppe; mit physiologischer Kochsalzlosung und UVA 

wurden bei 

50,0% (n-6) leicht verfarbte Membranen gefunden, bei der nur mit physiologischer Kochsalzldsung behandel- 
ten Vergleichsprobe fand man 

417% (n-5) leichte Membranverfarbung und m 
167% (n-2) mittlere Membranverfarbung). Der Kontingenztafeltest fur geordnete Klassen zeigte ein signifi- 
kantes Ergebnis (p < 0,00002). 

Nach 24 Stunden fand man bei 
917% (n=-ll) der Eidottersacke eine schwere und 

83% (n= 1) einer mkderen Hamorrhagie bei der 8-MOP/UVA-Gruppe. Die Vergleichsproben zeigten eine nur 
leichte Hamorrhagie (8-MOP selbst 

167% (u =2) leichte Hamorrhagie; bei der Gruppe die mit physiologischer Kochsalzlosung und UVA gehandeU 
wordenist 

83% (n» 1) leichte Hamorrhagie; bei der nur mit physiologisdier Kochsalzlosung behandelten Gruppe 

83% (n=l) leichte Haraorrhagieji Der Kontingenztafeltest fur geordnete Klassen zeigte ein signifikantes 

Ergebnis (p< 0,00000). 

Fur die 8-MOP/UVA-Gruppe wurde eine Letalitit der Embryos von 100% (n« 12) festgestellt Im Gegensatz 
dazu wurde bei den Vergleichsproben nie ein Tod der Embryos festgestellt Fisher's Kontingenztafeltest zeigte 
ein signifikantes Resuhat (p < 0,00000). 

Promethazin 

Eine bedeutende Schadigung der Dottersackge&fimembran mh einer Spitze 12 Stunden nach der Bestrahhing 
wurde nur in Bezug auf Promethazin (PMZ) in Kombination mh UVA-Strahhing festgestellt Nach 24 Stunden 
zeigten 

667% (n - 8) der Eidottersacke eine schwere, 
83% (n=l) eine mittlere und 

25,0% (n =3) eine leichte Membranverfarbung in der PMZ/UVA-Gruppe. 

Die Kontrollproben zeigten nur eine leichte oder mittlere Membranverfarbung (PMZ selbst 
50^)% (n=6) leichte Membranverfarbung; die mit physiologischer Kochsalzldsung und UVA behandelte Grup- 
pe 

583% (n«7) 1 ichte Membranverfarbungen; und die ausschlieBlich mit physiologischer Kochsalzldsung behan- 
delte Gruppe zeigte 

583% (n=7) leichte Membranverfarbungen und 

83% (n~ 1) mitdere Membranverfarbungen^ Der Kontingenztafeltest fur geordnete Klassen zeigte ein signifl- 
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kantes Ergebnis (p< 0,00005). 

Nach 24 Stunden f and man bei 
41,7% (n»5)der DottersackgeflBmembran eine schwere, bei 
41,7% (n=5) eine mittlere and bei 

83% (n« 1) eine leicbte Hamorrhagie, in der PMZ/UBA-Gruppe. Die Kontrolrversuche zeigten nur eine leichte 
Hamorrhagie (PMZ selbst 

£3% (n= 1) leichte Hamorrhagie; bei Einsatz einer physiologischen KochsalziSsung und einer UVA-Bestrah* 
lung 

83% (n~ 1) einer Ieichten Hamorrhagie; und bei physiologischer Kochsalzl5sung selbst bei 
83% (n~ 1) einer Ieichten Hamorrhagie). Der Kontingenztafehest fur geordnete Kategorien zeigte ein signifi- 
kantes Ergebnis (p < 0,00000) 
Nach 24 Stunden waren 

100% der Embryos in der PMZ/UVA-Gruppe gestorben. Nur zwei tote Embryos fand man in den Vergleichs- 
gruppen (nimlich bei der Gruppe mit physiologischer Kochsalzldsung und UVA 
83% (n =* 1) sowie bei physiologischer Kochsalzldsung selbst 

83% (n« 1)X Cher's Kontingenztafehest zeigte ein signifikantes Ergebnis (p< 0,00000) 

Ciprofloxazin 

Eine bedeutende Schadigung der DottersackgefaBmembran wurde nur bei einer {Combination von Ciproflo- 
xazin (CF) mit UVA gefundeiL Nach 24 Stunden waren 
91, 7% (n = 1 1) der DottersackgefaBmembranen schwer und 

g3% (n= 1) der Membranen maBig in der CF/UVA-Gruppe verfarbt Dem gegenOber zeigten die Vergleichs- 
proben leichte und mittlere Membranverfarbungen (CF selbst 
75,0% (n*9) leichte Membranverfarbungen und 

25,0% (m*»3) mittlere Membranverfarbungen; bei der Gruppe, die mh physiologischer Kochsalzldsung und 

UVA behandelt wurde; fand man 

66,7% (n— 8) leichte Membranverrarbungund 

83% (n= 1) mittlere Membranverfarbung. Bei der ausschh'eBlich mit physiologischer Kochsalzldsung fand man 
583% (n= 7) leichte Membranverfarbungen und 

83% (n= 1) mittlere Membranverfarbungen) Der Kontingenztafehest fur geordnete Klassen zeigte ein signifi- 
kantes Ergebnis (p< 0,00000). 

Nach 24 Stunden zeigten 
50,0% (n«6) der DottersackgefaBmembranen eine leichte Hamorrhagie und 

16J% (n— 2) eine mittlere Hamorrhagie in der CF/UVA-Gruppe. Die Vergleichsproben zeigten nur eine leichte 
Hamorrhagie (CF selbst 

41,7% (n«5) leichte Hamorrhagie, In der mh physiologischer Kochsalzldsung und UVA behandelten Gruppe 
fand man 

25,0% (n~3) leichte Hamorrhagie und in der ausschliefiiich mh physiologischer Kochsalzldsung behandelten 
Gruppe 

333% (n»4) leichte Hamorrhagie) Diese Gruppen unterschieden sich nicht deutlich unteremander. Keines der 
Embryos starb in irgendeiner der Gruppen. 

PatentansprQche 

1. Verfahren zur Bestimmung der Phototoxizitat, und/oder Photosensibilitat von Stoflen oder Stoffgemi- 
schen, umfassend die Kontaktierung des chemischen Stoffes oder Stoffgemisches mit einem Wirbeltierem- 
bryo oder Geweben oder Gewebebestandteilen eines Wirbehierembryos, wobei nach der Kontaktierung 
zusatzlich eine Behandhmg mit einer elektromagnetischen Strahlung im Bereich von 1 mm bis 200 nm 
erfolgt sowie die nachfolgende Beurteimng der Embryo-, Gewebe- oder ZeQpathologie. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB vor der Kontaktierung Eier der Klasse Aves 
inkubiert werden, zu einem spiteren Zeitpunkt nach der embryonalen Gastrulation ein Teil des EiweiBes 
fiber wenjgstens eine Offnung aus dem El entfernt wird, gegebenenfaUs eine wehere Inkubation erfolgt und 

schlieBlich eine weitere Offnung aus dem oberen Bereich der Eischale fur die Befichttmg vorgesehen wird. 
1 Verfahren nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet, daB die chemischen StoffeVStoffgentische biologisch 
aktiye Substanzen, insbesondere Pharmazeutika, Herbizide oder Insekttzide umfassen oder Lichtschutz- 
stoff e fur technische oder biologisch aktive Substanzen sind 

4. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet daB (fie Behandhmg mit 
einer UV-Strahlung einer WeHenlange < 400 nm, vorzugsweise im Bereich zwischen 400 nm und 250 nm 
erfolgt 

5. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet; daB die UV-Strahlung mit 
einer Bestrahlungsstarke von 1 mj/cm 2 bis 1 00 J/cm 2 vorzugsweise 1 bis 20 J/cm 2 UVA, insbesondere 5 bis 
10 J/cm 2 UVA erfolgt 

6. Verfahren nach einem der vorstehenden AnsprQche, dadurch gekennzeichnet; daB die Kontaktierung des 
Stoffgemisches fur eine Zeit von 10 sec bis 24 Stunden mit Geweben oder Gewebebestandteilen, vorzugs- 
weis der DottersackgefaBmembran oder der chononallantoischen Membran des Embryos rfolgt 

7. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet; daB die BeurteHung der 
makro- und/oder mikroskopischen Embryonalpathologie innerhalb einer Zeit von bis zu 24 Stunden, vor- 
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zugsweise zwischen 5 min bis 1 2 Stunden erf olgt ~ * . 

8. Verf afaren nach einem der vorsteh nden AnsprQche, dadurch gekennzeicbnet, da£ der Tod des Embryos, 
Hamorrhagie, Membranverfarbung oder die Gewebe- bzw. die Zellpathologie beurteQt werden. 

9. Verfahren nach Anspruch % dadurch gekennzeicfanet, daB Eier der Gattung Gallif rmes insbesondere 
aber Eier der Gattung Gallus oder Truthahn eingesetzt werden- 

10. Verwendung eines Wirbeltierembryos oder Geweben oder Gewebebestandteflen ernes solchen Embry- 
os zur Bestimmung der Phototoxizitat und/oder Photosensibflitat von cbemischen Stoff en/Stoffgemischen. 
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